















は vildagliptin を投与した KKAy で有意に改善し，インスリン分泌増加を伴っていた．糖負荷後の













































腸の K 細胞から分泌される glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide（GIP） と 小 腸 下 部
や大腸の L 細胞から分泌される Glucagon-like 












































　KKAy マウスと B6マウスを Vildagliptin 投与
群（Vilda 群）と非投与群（Cont 群）の２群に





























インスリン（KKAy マウスにはヒューマリン R® 








行った．1.5mg/ml コラゲナーゼ（collagenase P, 
Roche. Swiss）と10％ウシ胎仔血清を含む HBSS
（Hanks’balanced salt solution：137mM NaCl, 
5.36mM KCl, 0.44mM KH2PO4, 5.55mM Glucose, 
0.03mM Phenol Red, 0.34mM Na2HPO4, 0.27mM 





















　採取した膵ラ氏島を，50µl High-salt buffer（2 
M NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM sodium phosphate）
を 添 加 し た PBS に て ２ 回 洗 浄 し た 後， １
分間超音波処理した．得られた試料を遠心
（12,000rpm，５分）した後， 上清10µl を10 µl 






























RNA 抽出と Reversed transcription
　RNA 抽 出 に は PicoPure RNA Isolation Kit
（Arcturus PN 12206-01，Applied Biosystems，
Life Technologies.  Corp., Carlsbad，CA）を使
用した．DNase 処理を追加し，ゲノム DNA
のコンタミネーションを回避した．Reversed 





　SYBR Green による Real-time RT-PCR（reverse 
transcriptase- polymerase chain reaction） 法 を 用
いた．プライマーは GenBank の nucleotides か







　 サ ン プ ル 量0.5µl， プ ラ イ マ ー 溶 液 を １
µl，SYBR Green PCR Master Mix（Applied 
Biosystems），希釈水の混液を９µl 入れて最終
10µl の反応液を作成した．ABI PRISM 7700
（Applied Biosystems）で55サ イ ク ル の Real 
time-PCR を行った．PCR 条件は50℃２分，
95℃ 10分，95℃ 15秒，60℃１分とした．全て


























抗体（４℃，一晩）（Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA）を使用した．TBS にて洗浄後， 
シンプルステイン MAX-PO®（株式会社ニチレ
イ，東京）を添加し，25℃にて10分間反応させた．
TBS にて洗浄後，シンプルステイン DAB 溶液
（株式会社ニチレイ，東京）添加し発色させ，
対比染色は Mayer Hematoxylin にて行った．
　TUNEL染色は，colorimetric apoptotic detection 
















Whitney U test を用い，p <0.05を有意差ありと
した．多重比較は，Mann-Whitney U test を繰り
返し，Bonferroni-Holm 法により補正を行い，
p <0.05を有意差ありとした．統計検定には

















KKAy マウスのみ Vilda 群で Cont 群に比し，有
意に低値を示した（KKAy: Cont 群 274.3±9.2 
vs. Vilda 群 214.4±7 mg/dl，p<0.01，図1G）．
　糖負荷試験において，KKAy マウス Vilda 群
図１　摂餌量，体重，代謝パラメータの比較
：KKAy Vilda 群， ：KKAy Cont 群， ：B6 Vilda 群， ：B6 Cont 群， ：Cont 群， ：Vilda 群．
（A）：摂餌量の推移，（B）：体重の推移，（C）：空腹時血糖値，（D）：空腹時インスリン値，
（E）：空腹時活性型 GLP-1値，（F）：空腹時グルカゴン値，（G）：空腹時中性脂肪値









ウス，B6マウスともに Vilda 群が Con 群と比べ
て有意に増加していた（B6 : Cont 群 36.1±2.7 
vs Vilda 群 53.0±1.3 pg/ml, p<0.001, KKAy: Cont
群 28.1 ±0.6 vs Vilda 群40.9±2.0 pg/ml, p<0.01, 
図2C）．インスリン感受性試験では， KKAy マウ


















一致して KKAy マウスのみ Cont 群と比べて，
Vilda 群で有意に低値を示した （KKAy : Cont 群
図２　経口糖負荷試験（1g/kg）施行時の血糖値，インスリン値の推移と活性型 GLP-1値
：KKAy Vilda 群， ：KKAy Cont 群， ：B6 Vilda 群， ：B6 Cont 群， ：Cont 群， ：Vilda 群
（A）：血糖値の推移，（B）：インスリン値の推移，（C）：糖負荷15分後の活性型 GLP-1値
* : p <0.05 vs Cont 群，各群 n=5.
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図３　インスリン感受性試験
：KKAy Vilda 群， ：KKAy Cont 群， ：B6 Vilda 群， ：B6 Cont 群
（A）：KKAy マウス（2U/kg），（B）：B6マウス（0.75U/kg）




β細胞率 (%) β細胞重量 (mg)
B6　Cont 74.83±1.46 0.81±0.15
B6　Vilda 79.25±0.89＊ 1.19±0.11＊
KKAy Cont 85.75±2.00＊ 2.90±0.39＊
KKAy Vilda 91.19±0.74† 5.00±0.39†
平均±標準誤差，各群 n=5，*: P < 0.05 vs B6 Cont 群，†:P < 0.05 vs KKAy Cont 群
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善をみた（KKAy : Cont 群26.7±1.5 vs Vilda 群 : 
32.3±1.3 ng/ 膵ラ氏島 , p<0.01, 図5B）．B6マウ
スにおいても，Vilda 群で Cont 群に比べて膵ラ
氏島インスリン含量は有意に増加していた（B6: 








ン分泌反応が改善した（KKAy: Cont 群1.1±0.1 
vs Vilda 群 1.4±0.1 ng/ml/ 膵ラ氏島 , p<0.05, 図
5C）．B6マウスにおいても，Vilda 群のインス
リン分泌反応は，有意に増加した（B6: Cont 群 











Vilda 群で，Cont 群に比し，Hlb-9, NeuroD の有
意な発現増加をみた（図６）．細胞増殖関連遺

















：Cont 群， ：Vilda 群，各群 n=5
（A）：膵ラ氏島インスリン含量，（B）：膵ラ氏島中性脂肪含量，（C）：低濃度グルコース（3mM）
および高濃度グルコース（16.7mM）によるグルコース応答性インスリン分泌反応．





4HNE 染色，CHOP 染色，TUNEL 染色では，
































：Cont 群， ：Vilda 群
上段 : KKAy マウス，下段 :B6マウス，各群 n=5．* : p <0.05 vs Cont 群．
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唆された．Duttaroy らは，血糖値が正常の新生
























されている GLP-1，GIP 用量は，DPP-IV 阻害











：Cont 群， ：Vilda 群
上段：KKAy マウス，下段 :B6マウス，各群 n=5．* : p <0.05 vs Cont 群．
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図８　免疫染色の比較




























理解されている30）．PKA 依存的に cAMP 応答
配列結合タンパク（cyclin AMP element binding 
protein; CREB） を 介 し て， ま た は epidermal 
growth factor-1（EGF-1） 受 容 体 を 介 し て
phosphoinositide 3-kinase（PI3K）が活性化され
る．本研究において，Vildagliptin 投与により，
Erk, CyclinD, Pdx-1 遺伝子発現増加がみられた




























いる34）．一方，Duez らは，マウスに DPP-IV 阻






B6 Cont B6 Vilda KKAy Cont KKAy Vilda
PCNA 陽性細胞率（%） 0.71±0.09 1.15±0.16＊ 2.07±0.17 4.25±0.62＊
4HNE 陽性細胞率（%） 4.16±0.61 4.00±0.30 12.08±0.80 6.00±0.60＊
CHOP 陽性細胞率（%） 0.03±0.01 0.02±0.01 0.24±0.02 0.12±0.02＊
TUNEL 陽性細胞率（%） 0.02±0.01 0.01±0.01 0.29±0.01 0.13±0.01＊
平均±標準誤差，各群 n=5，*: P < 0.05 vs Cont 群
PCNA: proliferative cell nuclear antigen





























究費（19-502, 20-505, 22-A53, 23- 挑5）の援助により行
われた．
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Molecular mechanism by which vildagliptin, a DPP-IV inhibitor, preserves 
pancreatic β cells :  A comparative analysis between diabetic and non-
diabetic mice
Sumiko HAMAMOTO
Division of Diabetes, Endocrinology and Metabolism, Kawasaki Medical School, 
577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT  We investigated the molecular mechanism by which vildagliptin, a DPP-IV 
inhibitor, preserves the pancreatic β cells in diabetic mice. Male diabetic KK-Ay/TaJcl (KK-
Ay) mice and non-diabetic C57BL/6J (B6) mice, 8 weeks of age, received vildagliptin or were 
vehicle-treated for 4 weeks. In addition to the morphological and biochemical analysis of the 
islets, gene expression profiles in the core area of pancreatic islet were also analyzed at 12 
weeks by using laser capture microdissection method. We did not find any differences in body 
weight, food intake, fasted blood glucose, insulin, glucagon, and basal active-GLP-1 levels 
between the control and vildagliptin-treated groups in both of KK-Ay and B6 mice. Vildagliptin 
decreased the plasma TG level and islet TG content only in KK-Ay. Insulin sensitivity assessed 
by an intraperitoneal insulin tolerance test significantly improved in KK-Ay when treated 
with vildagliptin, but did not in B6. Vildagliptin ameliorated glucose tolerance and induced 
significantly higher plasma insulin at nearly all of the observed points on OGTT in KK-Ay, but at 
only 15min on OGTT in B6 mice. Vildagliptin increased the pancreatic βcell mass, islet insulin 
content, and glucose-stimulated insulin secretion from isolated islets in both strains of mice.
Genes involved in cellular differentiation and proliferation were up-regulated by vildagliptin in 
both mouse strains. Gene expressions related with apoptosis, endoplasmic reticulum stress 
and lipid synthesis were downregulated and antioxidative stress related gene expression was 
up-regulated only in KK-Ay mice treated with vildagliptin. Morphometric results for PCNA, 
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Vildagliptin increased the β cell mass not only by directly regulating cell kinetics but also by 
suppressing oxidative and/or ER stress, secondary to amelioration of glucolipotoxicity.
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